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计划的进行 在短短的时期内 已经完成了 25 个微生物基因组 果蝇和拟南芥
等高等生物基因组的测序工作[1] 特别重要的是 人类基因组测序取得了突破性
进展 2001 年已经构建了人类基因组的工作框架图 人类基因组计划有望于 2003
年提前完成 随着各种生物基因组得到测序 核酸序列数据库快速增长 人们开
始研究这些数量巨大的核酸或基因组到底有什么功能 即研究基因组的功能 人
类进入了功能基因组时代 目前研究基因组的功能主要集中在转录水平上 主要
方法有基因表达序列分析 SAGE 差异显示 寡核苷酸阵列核 cDNA 微阵列
用这些技术来研究基因组的功能主要基于这样一个概念 即可以从 mRNA 的存
在与否推断出是否有蛋白质的表达 这些方法虽然能够定性 定量且大规模地检
测基因的表达产物 mRNA 但 mRNA 由于自身存在贮存 转运 降解 翻译调
控及产物的翻译后加工, 难以准确地反映基因的 终产物 基因功能的真正执行
者 蛋白质的质与量 近年来的研究表明 mRNA 与蛋白质的表达没有一个
必然的联系 也就是说 基因的表达与 终的蛋白质表达及其数量是没有固定的
关系 主要原因有 1 基因表达和实际的蛋白质表达存在短暂或暂时的差别
(2)基因表达位点和蛋白质产物的作用位点存在空间上的差别 3 mRNA 的稳




动态的认识 在这种背景下蛋白质组学应运而生  


















1.1 蛋白质组学的产生背景  
测定一个有机体的基因组所表达的全部蛋白质的设想 萌发在 1975 年双向 
凝胶电泳发明之时 蛋白质组一词是由 Marc Wilkins 在 1994 年首次提出[3]
早见诸于文献是在 1995 年 7 月的 Electrophoresis 杂志上[4] 它是由一个细胞
或一个组织的基因组所表达的全部相应的蛋白质 而蛋白质组学旨在阐明生物体
全部蛋白质的表达模式及功能模式 其内容包括鉴定蛋白质的表达 存在方式 
(修饰形式 ) 结构 功能和相互作用等 蛋白质组与基因组相对应 也是一个




同的 所以, 蛋白质组是一个动态的概念 它不仅在同一个机体的不同组织和不
同细胞中不同; 在同一机体的不同发育阶段, 直至 后消亡的全过程中也在不断
变化; 机体处于不同生理状态下不同; 在不同外界环境下也是不同的 正是这种
复杂的基因表达模式 表现了各种复杂的生命活动 实际上每一种生命运动形式, 
都是特定蛋白质群体在不同时间和空间出现, 并发挥功能的不同组合的结果 基
因 DNA 的序列并不能提供这些信息, 所以仅用核酸的语言不足以描述整个生命
活动 再加上由于基因剪接 蛋白质翻译后修饰和蛋白质剪接 基因遗传信息的
表现规律就更加复杂 不再是经典的一个基因一个蛋白的对应关系 一个基因可
以表达的蛋白质数目可能远大 对细菌, 可能为 1.2 1.3 对酵母则为 3 而对
人 这个因子可高达 10 可见 既是整体的又是动态的蛋白质组是为阐明生命
活动本质所不可缺少的基因组研究的后续部分 后基因组或蛋白质组的研究 无
疑将成为 21 世纪生命科学研究中继基因组研究的主要任务[5]  
 
1.2  蛋白质组学研究的主要手段 
    虽然双向电泳已于 1975 年出现 但由于蛋白质鉴定技术无太大发展以及双
向电泳分辨率和重复性问题 使得蛋白质组研究显得相对滞后 近年来 蛋白质















质谱技术的发明及发展 (3)生物信息学的创立及其迅速发展 目前 现实
有效的技术是双向电泳分离纯化蛋白质 结合计算机定量分析电泳图谱 并进一
步用质谱对所分离的蛋白质进行鉴定 并运用现代生物信息学知识和技术对所得
的数据进行处理 对蛋白质以及它们执行的生命活动作出尽可能 精细 精确
本质的阐述  
1.2.1 蛋白质分离及纯化主要技术 双向电泳技术 two-dimension electrophoresis  
    双向电泳是由 Farrel 于 1975 年首先建立的分离和分析生物大分子蛋白质的
技术 其原理是第一相根据蛋白质等电点将其分开 第二相是根据蛋白质分子量
将等电点相同的蛋白质进一步分开 这样就把蛋白质混合物在二维平面上区分开




点而得以建立非常稳定可以随意精确设计的 pH 梯度 由于可以在很窄的 pH 范
围内进行第二轮分析 大大提高了分辨率 从而解决了双向电泳重复性问题 这
是双向电泳技术上的一个非常重要的突破  
目前双向电泳面临的主要问题有 低拷贝蛋白的检测 鉴于双向电泳尚不能
检测出拷贝数小于 1000 的微量蛋白 目前认为可以通过预分级处理[6] 疏水性
层析或亲和层析等对微量蛋白进行富集后 再对其进行分析[7-9] 极酸 极碱




氨基酸组成分析是蛋白质组研究中的鉴定方法之一 该法经济 快速 但灵
敏度低 约十几皮摩尔 1977 年首次作为鉴定蛋白质的一种工具, 是一种独特
的 脚印 技术 利用蛋白质异质性的氨基酸组分特征, 成为一种独立于序列的
















配分数值大小 分数值越小 表示其与真正蛋白质越接近 测定氨基酸组成常用
的方法是酸水解 另外还有放射性标记法 蛋白酶水解法 蛋白质经过 Edman 降
解 切除 N 端 3 4 个氨基酸后, 仍可测定氨基酸组成, 检索软件为改良
AACompIdent 用该法测定了大肠杆菌双向凝胶电泳后蛋白质点 当测得氨基酸
组成后, 后一步是进行数据库检索 常用的软件是 AACompIdent(从 ExPASy 获
得),另外还有软件 ASA FINDER AAC pI PROP SEACH 但仍存在一些缺点, 如
由于不足的酸性水解或者部分降解会产生氨基酸的变异, 故应联合其他的蛋白
质属性进行鉴定  
1.2.2.2 蛋白质和多肽的 N 端 C 端氨基酸序列分析 
    尽管 Edman 降解法测序速度慢 费用偏高 灵敏度也不如快速发展的质谱,
但它测定的肽序列非常准确 成为蛋白质鉴定的可靠依据 目前对于无法用肽质
量指纹图谱或序列标签确定的蛋白质仍采用此方法 随着 Edman 降解法在微量
测序和速度等技术上的突破 它在蛋白质组研究中发挥着重要的作用  
蛋白质的末端氨基酸序列具有惊人的专一性 43%  83%蛋白质可用 N 端 
4 个氨基酸残基来确定 74% 97%蛋白质可用 C 端 4 个氨基酸残基确定 因此
C 端比 N 端更具专一性 若测定出蛋白质 N 端或 C 端 5 个氨基酸残基 鉴定蛋
白质的专一性则更高 10  
N 端氨基酸序列分析仪是依据 Edman 降解原理测定蛋白质 N 端氨基酸序列, 
其灵敏度达几百飞摩尔 .对于 N 端封闭的蛋白质 可用溴化氰 内肽酶或外肽
酶使蛋白质断裂 产生新的 N 端 再测定其序列 但是该方法测定时间长 费
用高 测定 C 端氨基酸序列时 需样量约 100pmol 只要测定出 C 端 3 5 个氨
基酸残基 即可鉴定蛋白质 常用的测定方法有羧肽酶法 化学降解法 C 端片
段分离法以及物理法等 目前蛋白质 C 端氨基酸序列分析仪已逐步实现自动化
后依据 N 端 C 端氨基酸序列检索蛋白质 常用的软件是 TagIdent 一次只能
输入 6 个氨基酸残基[11]. 
1.2.2.3 质谱技术 

















(attomole,10-18)水平的目的肽段进行测序 12 另外 随着高灵敏度质谱的发展
高通量的基因组测序使得蛋白质和表达序列标签 (expression sequence 
tagging,EST) 数据库随之快速出现 因此采用这些数据库用质谱对蛋白质进行鉴
定 已成为蛋白质组学研究中一个强有力的手段  
(1) MALDI-TOF-MS 





蛋白质从离子源转送到质量分析器内 MALDI 源 常用的分析器是飞行时间分
析器 (TOF) 蛋白质离子在飞行管内的飞行速度与它的 m/z-1/2 成正比 因此
m/z 值很容易由蛋白质离子从离子源飞行到检测器的飞行时间计算出来 在
MALDI-TOF-MS 中 常用的是氮激光源 , =337nm 常用的基体有芥子酸 
(sinapinic acid, SA),  2, 5二羟基苯甲酸 (2,5 dihydroxybenzoic acid, DHB)和 -氰
基-4-羟基肉桂酸( -Cyano-4-hydroxy-cinnamic acid, -CA)等 也有应用红外激
光即铒/镱-铝 石榴石 (Erbium/Yttrium Aluminum Garnet, Er YAG)激光, 其波长
=2.94um Burlingame 等实验证明, 红外激光 MALDI 与紫外激光 MALDI 相比, 
红外激光 MALDI 诱导的糖肽和磷酸化肽的裂解比较小, 有利于鉴定整个分子  
在 MALDI 中引入了脉冲抽取技术 , 通常称之为延迟抽取 (delayed 
extraction,DE)大大的提高了分辨率 将反射型的 MALDI-TOF-MS 与 DE 技术结
合起来 , 在多肽的常规分析中质量准确度可高达几个 ppm 具有反射型的
MALDI-TOF-MS, 利用亚稳离子的分解 , 可进行源后衰变分析  (Post Source 
decay, PSD)而获得多肽的序列信息  
MALDI-TOF-MS 适合分析绝大多数蛋白质, 特别适合分析多肽和蛋白质的
混合物 常规分析时多肽的灵敏度可达 femmol attomol 或更低 MALDI-TOF-MS
分析时能耐受一定量的小分子像盐 去污剂等 分析时样品制备是分析成败的关














2 ESI MS 和 ESI MS/MS 
ESI MS 是美国耶路大学 Fenn 教授和他的同事在 80 年代后期提出的 他们
用 ESI 使一个 40kDa 的大蛋白生成完整的多电荷气相离子 ESI 是当今有机质
谱中 软的电离技术, 它是将蛋白质的弱酸性水或水溶剂溶液通过毛细管导进
入大气压电离源内 (Atmosphere Pressure Ionization, API), 在气化气的帮助下和
源内毛细管终端和反电极之间的强电场作用下, 样品溶液形成带电荷的雾, 即电
喷雾 这些雾滴在热氮气流下蒸发, 半径逐渐缩小, 雾滴表面的电场不断增强到
某一临界点时发生离子的场发射, 或溶剂完全蒸发 生成的样品气相离子经质量
分析器分析, 测出它们的质/荷比 蛋白质在阳离子或阴离子 ESI 时, 分别生成一
系列[M+nH]n+或[M-nH]n- 的多电荷离子, 用一个简单的方程式能精确测出蛋白
质的分子量, 质量准确度达 0.01 %或更好 现在可用软件将蛋白质的一组多电荷
离子转换成通常的质谱图  
ESI MS 的 重 要 进 展 是 Wilm 和 Mann 引 入 了 纳 电 喷 雾 源 
(Nano-electorsprayt ionization source, NanoESI, 纳升流速 ) , NanoESI 不仅提高了
分析的灵敏度, 而且少至 0.5 L 的样品溶液, 可得到 3 0 多分钟的稳定喷雾, 以
致有充分的机会使 MS 的参数 佳化和进行许多串联质谱分析 ESI 源 常用的
分析器是单级四极杆分析器和三级四极分析器 (Triple Quatrupole Analyzer) ESI
源与单级四极分析器组成的ESI MS主要用于测定多肽和蛋白质的分子量 而ESI
源与三级四极分析器组成的串联质谱仪(ESI MS/MS), 在分析混合物时有高度的
专一性 在 ESI MS/MS 分析中, 多肽混合物被 ESI 源电离后, 第一级 MS 选择特
定 m/z 的多肽离子通过并进入碰撞活化室, 在碰撞活化室内肽离子与惰性气体碰
撞发生碰撞诱导解离 (Collision Induced Dissociation,CID)生成碎片离子, 第二级
MS 对裂解生成的碎片离子进行分析 CID 也可在离子源内发生, 但源内 CID 不
能选择离子故不适合混合物分析 ESI 产生的离子特别适合 CID, 因为多肽的高
电荷状态增加了碰撞能量 多肽 CID 时的碎裂作用优先发生在酰胺键上, 生成专
一的序列离子 当酰胺键断裂形成离子时电荷保留在 N 端的碎片上定名为 a,b,c
离子, 当电荷存在于 C 端的碎片上时称之为 x,y,z 离子 通常在低能裂解条件下, c
和 离子一般观察不到 离子是从相应的 离子失去 CO(28Da)形成的 有时














是由二个主键链裂解产生的 m/z 值高于母离子的离子常常是部分 y 系列离子
在多肽的CID质谱图上, 通常能观察到多肽的N端和C端互补的序列离子, 获得
多肽完全或几乎完全的序列信息 应用 ESI MS/MS 测定多肽的氨基酸序列, 是
对 Edman 降解反应测序的 好补充, 因为它能测定修饰的氨基酸和封闭的末端





质 质谱技术已取代了生物化学中经典的 Edman 降解技术, 这是由于质谱技术能
进行高通量的分析, 能分析蛋白质混合物, 而且灵敏 肽质量指纹谱方法(Peptide 
Mass Fingerprinting, PMF) 初由 Henzel 及其同事提出, 很快成为高通量蛋白质
鉴定的选用方法 分析时用 MALDI-TOF-MS 测定凝胶内酶切后多肽混合物的质
量, 获得肽质量指纹图谱 蛋白质酶切后生成多肽混合物的质量, 可以在蛋白质
序列数据库内进行理论预测, 并对质谱实测多肽混合物的质量与理论预测的数
据进行比较 质谱实测到足够肽段的质量与数据库中一个蛋白质理论预测肽段的
质量匹配时, 蛋白质可明确鉴定, 并获得高的得分 这一方法中用质谱分析的是
蛋白质被酶切后的多肽混合物, 而不是分析蛋白质本身, 是因为电泳后凝胶上的
蛋白质很难从凝胶上洗脱下来进行质谱分析, 而且仅用蛋白质的分子量在数据
库内检索鉴别是很不充分的 与之相反, 多肽容易从凝胶上洗脱下来, 而且一个
蛋白质被酶切后生成的一小组多肽的质量, 能提供足够的信息在数据库检索鉴
定 MALDI-TOF-MS 与 ESI MS 相比, MALDI-TOF-MS 在分析多肽混合物时, 能
耐受适量的缓冲剂 盐和其它物质, 多肽混合物中的各个肽几乎均产生单电荷离
子, 因此 MALDI TOF MS 成为进行 PMF 分析的首选技术 在 PMF 分析中, 实验
测得的多肽质量准确度高, 在蛋白质的明确鉴定和消除假阳性中起关键作用  
90 年代中期以来, MALDI-TOF-MS, 特别是反射型的 MALDI-TOF-MS 中引入了
延迟抽取技术 (DE), 测得多肽的质量准确度高达几个 ppm, 极大地增加了用
PMF鉴定蛋白质的成功率, 在一个被酶切的简单蛋白质混合物中, 鉴定出了几个














酶切, 用 MALDI-TOF-MS 测定 PMF, 到 后数据检索鉴定的整个全过程, 可以
实现自动化, 进行高通量的蛋白质组学研究  
2  用多肽序列信息鉴定蛋白质 
蛋白质的二步质谱快速和确认鉴定中, MALDI-TOF-MS的 PMF法是第一步
因为 PMF 方法有它不足的地方, 如数据库内可用的蛋白质序列数据不足时不能
明确鉴定, 小的酸性蛋白质酶切后不能产生足够的肽段时也不能明确鉴定, 分离
后凝胶上的一个斑点由于共分离作用含多个蛋白质时也不能鉴定 故需要进行第
二步分析, 即用电喷雾电离串联质谱 (ESI MS/MS)获取多肽的部分序列信息, 然
后再进行数据库检索鉴定  
现有二种 ESI MS/MS 途径来获得多肽的序列信息 其一是 NanoESI MS/MS, 
由于分析时是钠升的流速,  1 L 样品溶液可喷雾 1 个小时或更长时间, 能在
合适的条件下进行很多 MS/MS 分析[27-30],再结合应用快速的数据库检索, 能对
蛋白质进行 实时 鉴定, 还可以在同一个电喷雾实验中对一些鉴定结果作确证
实验 第二种途径是联机 HPLC ESI MS/MS 分析 用 Micromass 的 HPLC ESI  
TOF 仪器进行分析时, 反相 HPLC 对多肽进行分离  TOF 质谱仪对从色谱柱
洗脱出的多肽自动选择前体离子进行 MS/MS 分析 分析时用内径为 75180nm
的色谱柱, 移动相流速小于 1 L/min 可以得到较高的灵敏度 联机 HPLC ESI 
MS/MS分析具有较高灵敏度 能联机脱盐和自动化分析等优点 Nano ESI MS/MS
在重新测序方面有特长, 联机 HPLC ESI MS/MS 适合自动化分析 实验时两者互
相补充能获得 佳的效果 利用上述的 PSD-MALDI-TOF-MS 也可以获得多肽的
序列信息  
为了将 ESI MS/MS或 PSD MALDI TOF MS获得的多肽序列信息在数据库中
检索进行蛋白质鉴定 Mann 等提出了肽序列标签(Peptide Sequence Tag,PST)方
法 肽序列标签是由一个多肽的部分氨基酸序列和该肽的质量以及该肽未测序部
分的质量等组成 此方法非常快速和专一, 但检索前需要对多肽的 MS/MS 图谱
进行解析并从中提取出肽序列标签 另一种方法是将实验测得肽的 MS/MS 图谱, 
与数据库中多肽的理论 MS/MS 裂解图谱进行比较 应用 Sequest 和 Mascot 程序, 
在一次联机 HPLC ESI MS/MS 实验中, 能检索数百个 MS/MS 图谱, 而且不需要




















的学科 它利用计算机收集 储存 检索 分析 整理和帮助了解生物学和遗传
学 它给生物学研究注入了新的活力 大量数据库将支持基因组学及蛋白质组学
的发展 目前 主要数据库有蛋白质序列数据库 如 SWISS PROT 核酸序列
数据库 如 GenBank 二维凝胶数据库 如 SWISS-2DPAGE 翻译后修饰数据库
如-O-GLYCBASE 代谢数据库等 没有这些数据库及现代计算机检索工具的发







































及其相应蛋白质不存在相关性 mRNA 及其翻译的蛋白质并不是 1 1 的关系  
虽然现在用双向电泳来进行表达蛋白质组研究 但若科学家想测定蛋白质组
变化而不是 转录组 transcriptome 的话 双向电泳必须尽力在分化基因表
达的高通量分析方面显示出其优势 一种有希望与血清标志物双向电泳相媲美的
方法是使用噬菌体抗体文库(phage antibody library)得到特定抗肽抗体 以提





1.3.2 蛋白质 蛋白质相互作用研究 
确定一个蛋白功能需要综合利用许多技术(如 DNA 测序 生物信息学 基因 


















的机制和功能深入理解 这也是蛋白质组研究中的一个内容  





























到关键性的作用 本文将对微生物蛋白质组学研究进展及其意义作一简要概述  
 
1.4.1 胁迫条件下的微生物蛋白质组学 
    微生物可以适应不同环境 包括极端恶劣环境 极酸 高温 高渗等 研
究其在不同生长环境中的基因表达情况 可以阐明微生物适应环境的分子机制








对热休克应答研究的有益补充 PhanThanh等对单核细胞增生李斯特菌 Listeria 


































































































N 等 进行标记 而与
对照组微生物合成的蛋白质相比较而言 二者合成的蛋白质具有相同的物理化学
性质 只是分子量的细微不同 前者较 重 而后者较 轻 将二者的同一目
的蛋白质混合 再通过质谱分析 根据两者质谱峰值比就可以确定该蛋白质在不
同条件下的相对表达量 另一种方法则是在微生物的蛋白质样品进行分离后 再
加入同位素标记的亲和标签 isotope-code affinity tags, ICAT 它是用一
个连接子将生物素和一个可以与巯基特异反应的活性基团相连而成的一个复合
分子 实验组加入的 ICAT 中连接子的 H 原子被 8 个氘所替换 d8-ICAT 对照
组加入的 ICAT 则无同位素标记 d0-ICAT ICAT 可特异地使蛋白质中的 Cys 残
基发生烷基化 然后再将实验组与对照组的目的蛋白质混合 进行酶解 亲和分
离后再通过质谱确定 重 d8-ICAT 标记 和 轻 d0-ICAT 标记 的质谱峰
值比 以确定该蛋白质在不同条件下相对表达量变化 与前一种方法相比 由于









取我们所需要的信息 因此 通过对微生物亚蛋白质组学的研究 也可以进一步
阐明微生物重要生理过程的基本信息 Houry 等采用免疫沉淀和蛋白质组学技术



































相结合 才能了解整个基因组的功能 从而全面地阐释生命的本质  
De Backer 等通过基因敲除技术将白色链球菌的 CGT1 基因去除 意外发现白
色链球菌的蛋白质组发生变化 且敲除后的白色链球菌对潮霉素 B和高温具有抗
性 从而阐明了与 CGT1 基因有关的生理活动
[46]
Guerreiro 等也通过蛋白质组
学结合基因突变技术研究了大豆根瘤菌 Rhizobium leguminosarum 胞外多糖












































组学是不够的 它必须与基因组学 生物信息学和遗传学等学科结合 终才能
从基因组学 转录组学 蛋白质组学 代谢组学四个层次上对微生物基因组功
能进行全面阐述   




嗜水气单胞菌 Aeromonas hydrophila 属于弧菌科气单胞菌属 为革兰
式阴性菌 两端钝圆的短小杆菌 单个或成对排列 大小 0.3 1.0*1.0 3.5um
极端单鞭毛 有运动力 无荚膜 不形成芽孢 兼性厌氧 普遍存在于淡水 污

























1.5.2.1 外毒素 exotoxin  是嗜水气单胞菌的重要致病因子  
嗜水气单胞菌的外毒素又分为溶血素 细胞毒肠毒素和细胞溶解性肠毒素
目前对于这几个外毒素的产生条件和致病条件以及理化性质研究的较为清楚 相
继克隆了外毒素基因 并对其分泌和致病机理有了较深的研究  
1.5.2.2 胞外蛋白酶 Extracellular protease ECPase  
ECPase 在嗜水气单胞菌引起的鱼病中起着重要的作用 它通过分泌胞外蛋
白酶来分解宿主的蛋白质 并激活血管舒张素 激肽级联系统 为其生长 繁殖
提供所需要的营养物质 同时细菌蛋白酶能破坏补体和免疫球蛋白 从而是细菌
逃避宿主的防御机制 保证其在宿主体内生存  
1.5.2.3 菌毛 pilli   
病原菌感染的第一步 就是在合适宿主的特定组织细胞上定居而不被机体清
除 有利于细菌在机体内增殖和发挥毒性作用 在定居过程中 菌毛作为一种主
要的粘附素起着重要的作用 是病原菌的毒力因子之一  
1.5.2.4 表层蛋白 S蛋白 及外膜蛋白 OMP  
致病菌侵入机体后的定居和体内增殖 除了和菌毛有关外 亦与细菌的表层
机构有关 许多致病菌在军体的外表面有一层晶格样排列的特殊结构 即所谓的
S 层 构成 S 层的蛋白亚单位称为 S 蛋白 S 层完整地包裹着菌体 是细菌与宿
主组织接触地第一道屏障 具有重要地保护细菌地作用 同时 S层还能行使非
菌毛粘附素地功能 是嗜水气单胞菌地主要表面抗原 在嗜水气单胞菌地感染和
免疫中起着重要作用  
1.5.2.5 内毒素 endotoxin LPS  
大多数革兰氏阴性菌地内毒素均表现相似地毒性作用 如热原性 白细胞数
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